ラットの頭頂骨部分欠損モデルにおける新生骨の末梢骨用定量約CTを用いた生存下定量解析系の確立 -rhBMP-2/ocp複合体移植後の経時的骨塩定量- by 中條 悟
ラットの頭頂骨部分欠損モデルにおける新生骨の末
梢骨用定量約CTを用いた生存下定量解析系の確立
-rhBMP-2/ocp複合体移植後の経時的骨塩定量-
著者 中條 悟
号 1574
発行年 1999
URL http://hdl.handle.net/10097/21805
 氏名(本籍)
 学位の種類
学位記番号
学位授与年月日
 学位授与の条件
研究科専攻
学位論文題目
なかじょうさとる
 中條悟(宮城県)
 博士(医学)
 医博第1574号
 平成11年3月25日
 学位規則第4条第1項該当
東北大学大学院医学系研究科
 (博士課程)外科学系専攻
 ラットの頭頂骨部分欠損モデルにおける新生骨の
 末梢骨用定量約CTを用いた生存下定量解析系の
確立
 一rhBMP-2/ocp複合体移植後の経時的骨塩定量一
論文審査委員
 (主査)
教授国分正一
教授岩谷力
教授高橋昭喜
 一309一
論文内容要旨
 【目的】
 ラットの頭頂骨部分欠損モデルは,骨修復を促す各種生体材料の移植実験系として頻用されて
 いるが,有効な定量的評価法がなかった。本研究では末梢骨用定量的CT(pQCT)を用い,こ
 のモデルにおいて移植体の種類によらず骨修復を生存下に定量可能で,且つ経時的解析が可能な
 系の確立を目的とした。さらに生体活性セラミックスの一つである燐酸オクタカルシウム(OCP)
 を用い,OCP単体の移植およびOCPと骨形成蛋白(BMP)との複合体の移植における骨修復
 能を経時的に測定し比較することで,確立した系の信頼性を確認した。
 【材料と方法】
 1.pQCTによるラット頭頂骨部分欠損モデルにおける定量系の確立
 ①頭頂骨部分欠損の作成とOCPの移植
 12週齢Wistar系雄ラット7匹の左右頭頂骨に各々直径3.8mmの円形欠損を作成した。
 pQCTによる撮影時の位置決めのため,X線不透過の歯科材料であるガッタパーチャポイント
 (直径1mm,長さ4mm)を外科用瞬間接着剤で欠損の鼻側辺縁に接着した・右側の骨欠損に
 のみ自家血でpellet状に成型したOCP顆粒5mgを移植し,左側を対照とした。
 ②pQCTの撮影
 pQeTの機種はXCT960を用いた。専用の保定器でラットの頭部を仰臥位に固定した。計測面
 を骨欠損の中央部分とするために,scoutviewでガッタパーチャポイントから後頭方向へ骨欠
 損の半径に近似する2mmの位置と前後に0.3mm間隔で合計9スライスの前頭断を設定した。
 ③骨量計測の至適閾値設定
 移植後4と12週に各3匹を屠殺し,摘出した標本の骨欠損部分について,pQCTを撮影した。
 この摘出骨の非脱灰標本を作成し,同一と考えられる断而でpQCT像と非脱灰標本から得た
 contactmicroradiogram,組織像の3者を比較した。これを基に新生骨とOCP移植体を分別
 して評価できるようにpQCTの至適閾値を設定した。
 ④計測における再現性の検討
 ラット1匹をOCP移植後12週目に毎回保定し直してpQCTを10回撮影し,中央の3スライ
 スの平均値による変動係数(CV値)を求め,1スライスでのCV値と比較した。
 2.OCPおよびrhBMP-2/0CP複合体移植によるラット頭頂骨の観察
 ヒト遺伝子組み替え骨形成蛋白一2(rhBMP-2)/0CP複合体をOCP5mgに対し1μgの
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 rhBMP-2を凍結乾燥にて吸着させ調製した。前記1の方法に準じ,12週齢Wistar系雄ラット
 15匹の左右頭頂骨に骨欠損を作成した。右側に前述のrhBMP-2/OCP複合体のpelletを移植
 (BMP投与側)し,左側はOCPのpellet5mgを移植(BMP非投与側)した。移植後3日目と
 1週目で各3匹を固定して組織標本を得た。9匹にっきpQCTを経時的に撮影し,骨密度を測
 定した。撮影時期は移植後3口から13週までのアポイントとし,ラットは漸次,撮影後に固定
 して組織標本を得た。測定では骨欠損径に相当する関心領域を設定し,前記1で得た至適閾値で
 骨密度を求めた。この骨密度から新生骨塩含量を算出してBMP投与側と非投与側を比較した。
 組織標本はH-E染色を施して光顕的に観察した。
 【結果】
 pQCTにおいてOCP移植体と新生骨を分別しうるX線吸収係数の至適閾値は0.63(cm-1)で
 あった。再現性の検討では3スライスの平均値によるCV値はL86%であり,1スライスのみの
 CV値2.42%より良好であった。OCPおよびrhBMP-2/OCP複合体移植後の経時的観察では
 BMP投与側での新生骨量が2週目以降の全測定時点で非投与側に対し有意に高く,その骨量比
 は2週目で3.48倍,13週目でL97倍であった。pQCTとその撮影後に得た組織標本は所見が良
 好に対応した。
 【考察と結論および本研究の意義】
 従来,ラット頭頂骨部分欠損モデルにおける骨修復の解析は,摘出標本の組織像あるいは軟X
 線像による定性的検索が主で,生存下での定量的評価が困難であった。加えて,燐酸カルシウム
 系材料の移植ではX線画像上,新生骨と移植体の区別ができなかった。本研究ではpQCTを用
 いてこれらの問題点を解決し,新たな定量系を確立することで以下の結論を得た。(i)本定量系
 は,生存下で計測可能な経時的新生骨定量法である。〔2)骨に直接位置決めのための指標を設置
 することで高い再現性が得られた。(3)適切な閾値の設定により新生骨と燐酸カルシウム系移植
 体を区別して計測することが可能であった。㈲従来は困難であった各種生体材料の骨形成能を
 客観的に比較検討できる可能性がある。
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 審査結果の要旨
 整形外科分野のみならず形成外科,口腔外科においては硬組織に生じた種々の欠損部の補填あ
 るいは再建に要する生体材料の開発がかねてより重要なテーマであった。本論文では先ず従来に
 報告されてきた各種人工骨による骨修復が必ずしも定量的,客観的に評価されていないことに着
 目し,定量解析系の確立を試みている。すなわち,これまでの動物実験では人工骨移植後の評価
 は多くの場合,X線像に基づいて行われており,X線吸収性の人工骨と新生骨の動態を分別評
 価することが不可能であった。著者が臨床用骨塩定量装置の一つであるpQCTを,その特長で
 ある皮質骨と海綿骨との分別能に着目して,新生骨量の定量に用いることを発想したことは注目
 に値する。計測において高い再現性を得るためにX線不透過の歯科材料を測定部辺縁に設置し
 て指標としたことも独創的といえる。動物のモデル自体は人工骨移植実験に多用されてきたラッ
 トの頭頂骨部分欠損モデルであり,加えてpQCTをはじめとして用いた機器,材料は全て汎用
 性の高い医療器材であることから広く応用可能な実験系となった。さらに動物を生存下に解析す
 ることで個体の経時的変化が評価可能で,実験動物数の削減にも寄与する点も意義深い。
 次に著者は本解析系を用いて次世代の生体材料と期待される骨形成蛋白(BMP)の新規担体
 の評価を行っている。低濃度のBMPでは高等動物において骨誘導を惹起し得ないという問題を
 解決するため,本研究では骨伝導能を内在する材料との複合を試みている。すなわち著者は以前
 より東北大学整形外科において,その優れた骨伝導能が報告されてきたオクタ燐酸カルシウムと
 とBMPの複合により相乗的に骨修復能が向上したとしている。結果として,諸家の報告より低
 用量のBMPで骨修復が可能となり,将来の臨床応用における可能性を示した。
 以上の点より本研究における汎用性,再現性の高い実験系の確立および新規生体材料の考案と
 その検証のそれぞれが緻密かつ適切なデザインの上になされており,内容の独創性と併せて学位
 論文に値するものと考える。
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